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Die folgenden Angaben sind den vom Anrnelder eingereichten Untertagen entnommen 

Verfahren zur Synthese von 13 C- oder 14 C-markierten linearen Maitodextrlnen sowie zyklischen Maltodextrinen 
mittels einfacher Reaktionen durch mikrobielle Enzyme sowie diese Mikroorganismen selbst 

Verfahren zur Synthese von 13 C- oder 14 C-markierten li- 
nearen Maltodextrinen sowie zyklischen Maltodextrinen 
mittels einfacher Reaktionen durch mikrobielle Enzyme 
sowie diese Mikroorganismen selbst 
Die Synthese von markierten, linearen oder zyklischen 
Maltodextrinen erfolgt bislang hauptsachlich uber Bega- 
sung von z. B. Algen oder Tabakblattern mit markiertem 
C0 2 und anschliefcender Extraktion der gewunschten Pro- 
dukte. Bedingt durch diese Methode ist die Ausbeute sehr 
klein und die spezifische Aktivitat der Produkte sehr ge- 
ring. Durch das neue Verfahren der Synthese mittels ein- 
facher enzymatischer Reaktionen erreicht man wesentlich 
hohere Ausbeuten bei zugleich hoher spezifischer Aktivi- 
tat der Produkte. 

Durh Inkubation gereinigter Enzyme oder Zeltextrakte, die 
die benotigten Enzyme enthalten, und markierter Malto- 
se, entstehen durch enzymatische Reaktionen Mattodex- 
trine unterschiedlicher Kettenlange. Bei Anwesenheit ei- 
ner weiteren enzymatischen Aktivitat (Cyclodextrin Glu- 
canotransferase) konnen genugend lange Maltodextrine 
zyklisiert werden. Die Reaktionsprodukte konnen mittels 
einfacher Methoden gereinigt werden. Die Ausbeuten 
und die spezifische Aktivitat der Produkte liegt weit uber 
der der bekannten Verfahren. 

Synthese von markierten linearen und zyklischen Maltod- 
extrinen aus Maltose durch enzymatische Reaktionen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahrcn zur Synthese von 
I3 C- oder l4 C-markierten linearen Maltodextrinen sowie zy- 
klischen Maltodextrinen aus l3 C- oder l4 C-markiener Mal- 
tose mittels enzymatischer Reaktionen. Die eingesetzte 
Maltose wird dabei mit hoher Ausbeute in die Reaktionspro- 
dukie umgesetzt. Die spezifische Aktivitat dieser Produkte 
betragt dabei mindestens die der eingeset.zt.en Maltose, in 
der Regel jedoch ein Vielfaches davon. Die Reaktionspro- 
dukte konnen durch einfache Methoden getrennt und aufge- 
reinigt werden. 

Maltodextrine sind Saccharide, welche durch Polymerisa- 
tion von Glukose entstehen. Man unterscheidet sie je nach 
Kettenlange als Maltose (n = 2), Maltotriose (n = 3) etc. 
Maltodextrine sind sehr weit verbreitet. Viele Organismen 
konnen Maltodextrine als Kohlenstoftquelle nutzen. Zykli- 
sche Maltodextrine (Zyklodextrine) entstehen durch Zykli- 
sierung von linearen Maltodextrinen. Auch sie werden an- 
hand ihrer Kettenlange unterschieden, wobei alpha-Zyklo- 20 
dextrin aus 6 Glukoseeinheiten, beta-Zyklodextrin aus 7 und 
gamma-Zyklodextrin aus 8 Glukoseeinheiten besteht. Zy- 
klodextrine sind relativ weit. verbreitet und werden von zahl- 
reichen Organismen als Kohlenstoftquelle genutzt. Dabei 
werden die im ringinneren hydrophoben Zyklodextrine 25 
durch die Organismen spezifisch aufgenommen. Das hydro- 
phobe Ringinnere der Zyklodextrine kann dabei zum Trans- 
port von anderen, kleinen Molekulen in das Zellinnere ge- 
nutzt werden. Hierzu wird die zu transportierende Substanz 
im Inneren des Zyklodextrinmolekuls eingeschlossen und 
gelangt mittels diesem •'Carrier'* in die Zelle. 

Um den Stoffwechsel von Dextrinen in Organismen un- 
tersuchen zu konnen, benotigt man l3 C- oder l4 C-markierte 
Ausgangsprodukte. Auch bei der Untersuchung des Vernal- 
tens der Zyklodextrine als "Carrier" z. B. fur das Einschleu- 
sen von Wirkstoffen benotigt man markierte Substanzen. 

Zur Zeit sind im Handel keine l3 C- oder l4 C- markierte n 
linearen oder zyklischen Maltodextrine erhaltlich. 

Fur die Synthese von l3 C- oder l4 C-markierten Dextrinen 
und Zyklodextrinen sind so gut wie keine Verfahren be- 40 
kannt. Bisher existieren nur einige Verfahren zur Synthese 
von nicht markierten zyklischen Dextrinen aus linearen 
Dextrinen. Hier ware z. B. Vetter, D et al., Carbohydr. Res. 
1992 223: 61-69 und Morita, T. et al., Appl. Biochem. Bio- 
technol. 1996 56: 311-324 zu nennen. Die Synthese von li- 45 
nearen, markierten Kohlenstoffverbindungen wie Glikose 
und andere Saccharide erfolgt durch Begasung von z. B. Al- 
gen oder Tabakblattern mit markiertem CO2 und anschlie- 
Bender Extraktion der gewiinschten Produkte (Kollman, 
V.H. et al. Biochem. Biophys. Res. Com. 1973 50: 826-831 50 
und Kollman, V.H. et al. Carbohydr. Res. 1979 73: 193-202. 

Diese genannten Verfahren beinhalten gravierende Nach- 
teile. So sind z. B. bei der Synthese mittels Organismen die 
Ausbeuten trotz hohem Aufwand sehr gering, zahireiche un- 
erwunschte Nebenprodukte treten auf. Als groBtes Manko 55 
mu6 zudem die geringe spezifische Aktivitat der isoherten 
Produkte angesehen werden. 

Aufgabe der Erfindung istes daher, ein einfaches, kosten- 
giinstiges Verfahren zur Synthese von l3 C- oder l4 C-mar- 
kierten linearen und zyklischen Maltodextrinen bereitzustel- 60 
len. das die Nachteile der be kann ten Verfahren, insbeson- 
dcre die geringen Ausbeuten und die geringe spezifische 
Aktivitat vermeidet. 

Diese Aufgabe wird gelost. durch ein Verfahren zur Ge- 
winnung von t3 C- oder l4 C-markierten linearen und zykli- 65 
schen Maltodextrinen aus l3 C- oder l4 C-markierter Maltose, 
das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Produkte enzyma- 
lisch synthetisiert werden. Dies kann durch gereinigte En- 
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zyme oder Zellextrakte, welche die Enzymakt.ivitat beinhal- 
ten, geschehen. Gegenstand der Erfindung sind weiterhin 
Mikroorganismen, die diese Enzyme synthetisieren und 
gleichzeitig bestimmte Abbauende oder modifizierende En- 
5 zyme nicht mehr synthetisieren. 

Kern der Erfindung ist cine leicht zu kontrollierende en- 
zyrnatische Reaktion, die in- vitro zur Synthese von linearen 
und zyklischen Dextrinen heran gezogen werden kann. Da- 
bei haben die Reaktionsprodukte mindesten die spezifische 
10 Aktivitat der eingesetzten Maltose, in der Regel aber ein 
Vielfaches davon. 

Der Mikroorganismus, dessen Extrakt oder dessen gerei- 
nigte Enzyme zur effektiven Synthese von l3 C- oder l4 C- 
markienen linearen oder zyklischen Maltodextrine herange- 
zogen werden kann, umfaSt in seiner bevorzugten Ausfuh- 
rungsform folgende 6 Hauptmerkmale: 

- Alle Gene, die direkt zur Synthese von linearen Mal- 
todextrinen benotigt werden, liegen als kontrolliert ex- 
primierbare Allele vor. 

- Die Polymerisierungsreaktion kann wahlweise mit 
Zellextrakten oder gereinigten Komponenten des Mi- 
kroorganismus durchgefiihrt werden. 

- Die zyklisierende Enzymaktivitat kann wahlweise in 
diesem Mikroorganismus kontrolliert expremiert oder 
in Form eines gereinigten Enzyms eingesetzt werden. 

- Unerwunschte enzymatische Nebenreaktionen wer- 
den durch Mutationen der entsprechenden kodierenden 
Gene verhindert. 

- Die entstehende markierte Glukose kann durch Glu- 
kokinase oder Hexokinase in markierte Glukose-6- 
Phosphat uberfuhrt werden. 

- Die Reaktionsprodukte konnen leicht und spezifisch 
gereinigt werden. 

Ein Ausfiihrungsbeispiel zur Realisierung der Erfindung 
wird anhand der Synthese von l3 C- oder l4 C- markierten li- 
nearen oder zyklischen Maltodextrinen aus l3 C- oder l4 C- 
markierter Maltose mittels Extrakten aus Escherichia coli 
und einer Enzymaktivitat aus Klebsiella oxytoca bzw. Ther- 
mococcus litoralis erlautert: 

1) Der Escherichia coli Bakterienstarnm tragt das zur 
Synthese von linearen Maltodextrinen notigen Gen 
malQ unter seinem Wildtyp-Promotor oder einem an- 
deren regulierbaren Promotor auf dem Chromosom 
oder einem Plasmid. Als Promotor zur gezielten Ex- 
pression dient der tac-Promotor oder ein anderer regu- 
lierbarer Promotor. An S telle der Enzymaktivitat von 
Escherichia coli kann auch eine vergleichbare Enzym- 
aktivitat eines anderen Organismus herangezogen wer- 
den. 

2) Durch Mutationen in Genen, welche fur die Ver- 
wertung Maltodextrinen essentiell sind, wird der Ab- 
bau der synthetisierten Maltodextrine verhindert. Dies 
wird durch eine Mutation in malP, malS, malZ und/ 
oder anderen Genen erreicht. Diese Mutation kann eine 
Deletion und/oder eine Insertion eines Transposons 
oder einer Resistenzkassette sein. 

3) Das Gen fur die zyklisierende Enzymaktivitat (Cy- 
clodextrin Glucanotransfcrase) kann in Escherichia 
coli gezielt (induzierbar) expremiert werden oder aus 
dem jeweiligen Organismus gereinigt werden. Diese 
Enzymaktivitat kann aus Klebsiella oxytoca, Thermo- 
coccus lithoralis oder einem anderen Organismus sein. 

4) Die Synthese aller Produkte erfolgt in- vitro mit Zel- 
lextrakt der die jeweiligen Enzyme enthalt oder mit den 
jeweiligen gereinigten, homolog oder heterolog expre- 
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mierten Enzyrnen. 

5) Die bei der Synthesereaktion frei werdende Glu- 
kose kann durch gleichzeitige Inkubation mil Glukoki- 
nase oder Hexokinase und ATP in Glukose-6-Phosphat 
uberfuhrt werden. Die entsprechenden Enzyme konnen 5 
entweder gereinigt der Reaktion zugegeben oder in 
dem Escherichia coli Stamm, welcher zur Hersrellung 
der Extrakte dient, reguliert koexpremiert werden. 

10 

Pate n tan sprue he 

1 . Verfahren zur Syn these von l3 C- oder l4 C-markier- 
ten linearen Maltodextrinen und Zyklodextrinen aus 
l3 C- oder I4 C-markierter Maltose, dadurch gekenn- L5 
zcichnet, daB die eingesetzte Maltose durch enzymati- 
sche Reaktionen mit hoher spezifischer Ausbeute zu li- 
nearen und zyklischen Dextrinen umgesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB keine unerwunschten enzymatischen Nebenre- 20 
aktionen die Reaktionsedukte und Reaktionsprodukte 
verandern. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeic li- 
ne!, daB die spezifische Aktivitat der Produkte minde- 
stens die der eingesetzten Maltose entspricht, in der 25 
Regel aber ein Vielfaches davon betragt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich um einfache enzymatische Reaktionen 
handelt, die sowohl mit Zellextxakten als auch mit ge- 
reinigten Enzyrnen ausgefiihrt werden konnen. 30 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB es bei den enzymatischen Aktivitaten um eine 
Amylomaltase (4-alpha-Glucanotransferase) und Cy- 
clodexrrin-Glukanotransferase handelt. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 35 
net, daB es sich um eine Disproportionierungsreaktion 
handelt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB durch gleichzeitige Inkubation mit Glukoki- 
nase oder Hexokinase und ATP zusaizlich markierte 40 
Glukose-6-Phosphat entsteht. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB alle Reaktionsprodukte mit einfachen Mitteln 
aus dem Reaktionsansatz extrahiert werden konnen. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 45 
net, daB es sich bei den Enzyrnen um Proteine aus den 
Mikroorganismen Escherichia coli, Klebsiella ox y toe a 
oder Thermococcus lithoralis handelt. 

10. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB dies durch Mutation in den Genen fur die Mai- 50 
todextrin-Phosphorylase und Amylasen (bei Escheri- 
chia coli malP, malS und malZ) erzielt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Polyrnerisierungsreaktion und Zyklisie- 
rungsreaktion sowohl zeitlich als auch raumiich ge- 55 
trennt ablaufen konnen. 

12. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB die beiden Enzymaktivitaten getrennt in zwei 
Proteinen als auch vereint in einem Protein vorliegen 
konnen. 60 

13. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich um genetisch stabilen Mutationen han- 
delt. 



